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Abstract
The seed set rates and initial survival rates of Phragmites australis （Cav.） Trin. ex 
Steudel （Poaceae） were compared among three pollination treatments which were 
conducted at the eight attached lagoons （naiko） and a shore site of Lake Biwa. In the 
nine populations studied, the seed set rate of self-pollination, cross-pollination between 
individuals of the same population, and cross-pollination between individuals of different 
populations, ranged from 0.098 % to 13.5 % （mean 5.0 % ± S.D 5.4）, from 0.06 % to 21.2 
% （mean 6.7 %± S.D 6.5）, and from 0.004 % to 14.9 % （mean 6.5 %± S.D 6.3）, 
respectively. In the same nine populations studied, the initial survival rate from mature 
seed to current-month-seedling of self-pollination, cross-pollination between individuals 
of the same population, and cross-pollination between individuals of different populations, 
ranged from 37.5 % to 100 % （mean 70.2 %± S.D 24.8）, from 51.9 % to 100 % （mean 70.5 
%± S.D 14.7）, and from 47.8 % to 85.7 % （mean 70.6 %± S.D 12.0）, respectively. In this 
pollination experiment, the seed set rate of P. australis was shown to be much various 
within a wide range and no significant different was found among the mean seed set 
rates of these three pollination treatments. The initial survival rate was shown to be 
also various and no significant different was found among the mean initial survival rates 
of these three pollination treatments.
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₁ ．はじめに
　ヨシ（Phragmites australis （Cav.） Trin. ex Steudel （Poaceae））は北米、欧州、アジ
アの温帯域に広く分布する。日本国内では北海道から沖縄まで分布する代表的な抽水植物
で、淡水域から汽水域に至るまでの湖沼、河川、湿原、干潟といった広範囲の水辺環境に
適応している。ヨシは世界的に種内倍数性を持つことが知られており、欧州では 4 倍体と
6 倍体が海岸と内陸ですみ分けていることや、北米では倍数性によって生態特性や個体サ
イズが異なることなどが明らかにされている。なかでも10倍体はアジアおよび日本国内で
は琵琶湖水系から報告されているが、欧米のような倍数体研究はほとんど行われてきてい
ない（Ishii and Kadono 2002；Nakagawa et al. 2013）。
　筆者らのこれまでの研究からは、琵琶湖水系では 8 倍体、10倍体のほかに、未報告の 9
倍体、12倍体が確認されている（Kaneko 2012；中川・金子 未発表）。また、予備的な倍
数体分布調査からは、琵琶湖本湖岸の集団では10倍体、内湖や河川沿いの集団では 8 倍体
が優占する傾向や、集団内で優占する倍数性とクローン多様性の関係が示唆されている
（Nakagawa et al. 2013）。当初倍数性の違いを想定せずに実施された受粉実験では、集団
によって自家和合性や近交弱勢もしくは外交配弱勢の発現に違いが見られた（金子
2018）。これらのことから、同地域のヨシでも、倍数性によって生育適地や繁殖・成長様
式が異なることや、その結果として、優占する倍数体により集団の適応度（個体群成長率）
や発現する生態系サービスも異なることが予想される。すなわち、ヨシの持つ種内倍数性
という遺伝的特質は、倍数体間での成長戦略や繁殖特性の違いを通じて、例えば人工的に
造成されたヨシ群落のその後の動向や生態的機能を左右する重要な要素である可能性も考
えられる。交配株間の遺伝的な距離や倍数性の違いを踏まえた受粉実験や成長解析を行う
ことによってこれらの仮説を検証すると共に、氾濫原の撹乱体制と環境制約下における集
団動態を定量的に解析することを目的として、科学研究費助成金による課題研究「代表的
抽水植物ヨシにおける環境動態と遺伝情報に基づく集団維持機構の解明」を行った。
　本研究では、種子充実率および実生の初期生残率に対する交配株間の遺伝的距離や倍数
性の影響を明らかにするため、琵琶湖地域のヨシ集団を対象として交配実験および発芽試
験を実施した。種子充実率と実生の初期生残率に影響する要因はそれぞれ多様であり、今
後、遺伝距離や倍数性も含めた影響要因に関するデータ解析を進める。本稿では、要因分
析の予報として、異なる交配様式（自家受粉、同集団内の別クローン間での他家受粉、他
集団に属す個体間での他家受粉）に由来する種子の充実率と実生の初期生残率を比較した
ので、報告する。
₂ ．方法 
₂.₁ 野外受粉実験
　琵琶湖本湖および内湖の湖岸に発達するヨシ 9 集団において、2007年 9 〜11月にかけて
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交配実験を行った（表 1 ；図 1 ；滋賀県 1992）。各集団でそれぞれ異なるクローンから 3
〜 6 株を選定し、各株からコントロールとする花序、および実験処理を施す花序を選定し
た。実験処理として、①開花前に袋がけし開花後に自然条件で開放（自然受粉）、②開花
前に袋がけし開花後に強制自家受粉、③開花前に袋がけし開花後に強制他家受粉、の大き
く 3 処理を設けた。強制他家受粉に用いた花粉親個体は、種子親個体と同集団内で同一の
クローンと異なるクローン、および、琵琶湖地域内の他集団より選定した。他集団個体と
の交配においては、それぞれの種子親個体が属す集団との遺伝距離が小さい集団から大き
い集団までを均等に含むような他集団のセットを設定した。
　袋がけにはヨシ花粉を通さないナイロンメッシュで自作した袋を用いた。ヨシでは利用
可能な資源量の違いは他の条件が十分であれば結実率に影響しないとの報告に基づき、開
花後の花序あたりの小穂数に応じて花序の30〜90%をカットし、実権処理後に残す小花数
を調整した（Ishii and Kadono 2002）。実験処理当日に放出されている花粉を採取して人
工受粉に用い、受粉処理後は花序を再度ナイロンメッシュ袋で覆った。
＊滋賀県（1992）による
₂.₂ 室内発芽試験
　受粉実験処理を施した花序を種子成熟後に回収し、集めた小穂を顕微鏡下のガラス
シャーレ上で分解し、ピンセットで外から挟んで確実な膨らみと硬さがある種子を充実種
子として選別した。 9 集団、3 〜 6 株、実験 7 処理（コントロールを含む）の中の100パター
ンの組み合わせについて、各 1 〜66粒、合計約1,700粒の種子をシャーレに濾紙を敷いて
播種した。播種後、 1 つのシャーレにつき、 1 〜 3 日おきに、発芽の状況を確認し、発芽
個体については茎長もしくは根長を計測した。発芽約30日後までインキュベーター（日本
表 1   受粉実験実施集団一覧
雄琴 OOG 指定(保全地域) 0.402 10倍体 4.571
曽根沼 HSN 指定(保全地域) 0.119 8倍体、10倍体 3.433
彦根野田沼 HNN 指定(普通地域) 0.431 8倍体、10倍体 0.804
北沢沼 KSN 指定外 0.929 8倍体 0.566
エカイ沼 EKN 指定外 0.870 8倍体、10倍体 1.784
神上沼 SJK 指定外 0.803 8倍体、10倍体 0.255
支那中内湖 SNN 指定外 0.766 8倍体、10倍体 0.985
北の庄沢 KSS 指定外 0.664 10倍体 7.661
入江内湖 IRE 指定外 0.405 10倍体 0.123
集団名 ヨシ条例による保全区域の指定
クローン多様性
(Simpson's D)
ヨシ群落面積
(ha)*略号
確認された
倍数体
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医化器械製作所、人工気象器 NC-350S）内で、実生の生育に適した温度・光条件下（明
期12時間、28度；暗期12時間、18度）に置き、生存と成長を追跡した。死亡した場合には
死亡状況（菌害、形態異常、枯れなど）を記録した。
図 1   琵琶湖地域の主要ヨシ集団（○、●）と受粉実験実施集団（●）の位置図
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₂.₃ マイクロサテライト分析
　同一集団内でのクローン判別はマイクロサテライト分析により行った。各実験株の葉試
料から改良CTAB法によりゲノムDNAを抽出し、マイクロサテライトマーカー 5 遺伝子
座（PaGT4, 8, 9, 12, 16; Saltonstall 2003）について、蛍光ラベルマーカーを用いて、PCR
増幅を行った。PCR反応組成（5.0μl）は、QIAGEN Multiplex PCR Master Mix 2.5μl、
プライマーミックス（ 5 座分、0.4μM）0.5μl、超純水1.0μl、DNA （20 ng/μl） 1.0μlで
ある。増幅サイクルは、95度15分、94度30秒、56度 1 分30秒、72度 1 分、60度30分、33サ
イクルである。反応後、PCR product 0.5μlと4.5μl Hi-Di （with 350ROX） を混合し、 5
倍希釈した。シーケンサー（Genetic analyzer 3130xl, Applied Biosystems）を用いてこ
れらの標識産物のフラグメント分析を行い、GeneMapper ソフトウェア（Applied 
Biosystems）で多型解析を行った。マイクロサテライト遺伝子型での対立遺伝子の有無
を（0, 1 ）でコードすることによって、核DNAのマルチローカスジェノタイプを決定し、
クローン判別を行った。また、同データに基づいて交配実験に供した個体間の遺伝距離の
推定を行った。推定されたクローン構成からクローン多様性（ジェノタイピック多様性）
の指数として、Simpsonの多様度指数D（Simpson’s D）を計算した（表 1 ；金子 2017）。
₂.₄ AFLP解析
　個々の交配処理において種子親と花粉親が属す集団間の遺伝距離を、以下のAFLP法に
よる遺伝子分析から推定した。Life techinologies社製 「AFLP Ligation and Preselective 
Amplification Kit for Regular Plant Genomes」および「AFLP Selective Amplification 
Startup Kit for Regular Plant Genomes」を用いて制限酵素処理、アダプターライゲーショ
ン、64種類のプライマー組によるPCR増幅、および、蛍光標識を行った。予備的なAFLP
解析の結果から、多型的遺伝子座の割合に基づいて解析に資する 3 組のプライマーセット
を選抜した（川瀬・金子、未公表）。標識産物はシーケンサー（Genetic analyzer 3130xl, 
Applied Biosystems）で分析し、GeneMapper （Applied Biosystems）で解析した。上記
のプライマーセット 3 組から得られた169遺伝子座のバンドの有無に基づき、集団間の遺
伝的分化の程度（FST）の計算を行った。Lynch and Milligan（1994）の方法に基づきバ
ンドの有無のデータから各集団のヘテロ接合度の期待値の平均（Hw）および統合集団の
ヘテロ接合度を推定し、以下の式に代入することで求めた。
　計算はAFLP-SURV version 1.0.（Vekemans, 2002）を用いて行った。
　　　　　　　　　　　　FST＝1−
Hw
HT
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₂.₅ 染色体分析
　各集団の異なるクローンからそれぞれ 2 〜 3 株と種子を採取して持ち帰り、数ヶ月水耕
栽培で育てたものを、改良G-Banding Methodによる染色体観察に供した。各集団につい
て現地採取株もしくは現地採取種子由来の発芽個体10個体以上で根出しを行った。各個体
から根端分裂細胞を採取し、キノリン処理後に酢酸アルコール（酢酸：エタノール＝ 1：3 ）
で固定した。固定試料を水洗後、 4  % cellulaseと 1  % Pectolyaseを用いた酵素処理に供
した。解離後の試料をGimusae液で染色し、顕微鏡下で観察した。染色体数をカウントし、
顕微鏡写真に記録を残した（表 1 ）。
₃ ．結果と考察
₃.₁ 集団毎の種子充実率・発芽前生残率・発芽後生残率・初期生残率・胚珠生残率
　調査した 9 集団における①強制自家受粉処理を施した花序から求めた種子充実率は、
0.098 % から13.5 %の間でばらつき、平均5.0 %、標準偏差5.4であった。2006年に行った交
配試験の結果からは、エカイ沼と曽根沼は自家和合性のある集団、彦根野田沼と北沢沼は
自家不和合性の集団と見られていた（金子 2018）。しかし、2007年に行った交配試験では
異なる結果が示され、彦根野田沼、神上沼、入江内湖、雄琴集団でも自家受粉によって健
全な次世代が生産されていた。一方、曽根沼、北沢沼、エカイ沼、志那中内湖、北の庄沢
では、自家受粉による種子の充実率は著しく低かった（図 2 ）。
　②集団内の別クローンとの強制他家受粉、③他集団の個体との強制他家受粉、の 2 実験
処理による種子充実率は、それぞれ、0.06 % から21.2 % （平均6.7 % ± S.D 6.5）、0.004 % 
から 14.9 % （平均6.5 % ± S.D 6.3）であった。種子充実率はいずれの処理でも同程度の範
囲でばらつき、集団内別クローンとの強制他家受粉処理でやや高い傾向は見られたが、平
均値も近い値を示した。また、全ての集団において 3 処理間で種子充実率に有意な違いは
確認されなかった（図 2 ）。
　 3 実験処理によって得られた充実種子のうち、カビや枯れなどで死んでしまうものの割
合は少なく、各集団各処理の発芽前生残率（充実種子〜発芽するまでの間の生残率）は平
均82.0%（± S.E 2.9）、発芽後生残率（発芽〜発芽後約30日までの生残率）は平均85.7%（± 
S.E 2.7）と高い値を示した。全ての集団において、 3 処理間で発芽前生残率および発芽後
生残率に有意な違いは検出されなかった（図 2 ）。
　上記の結果に基づき、初期生残率＝発芽前生残率×発芽後生残率、を計算した。同 9 集
団での①強制自家受粉処理、②集団内の別クローンとの強制他家受粉、③他集団の個体と
の強制他家受粉、の 3 実験処理による初期生残率（充実種子〜発芽後約30日までの生残率）
は、それぞれ37.5 % から 100 %（平均70.2 % ± S.D 24.8）、51.9 % から 100 %（平均70.5 
% ± S.D 14.7）、47.8 % から 85.7 %（平均70.6 % ± S.D 12.0）であった。 9 集団の中で、
初期生残率が他家受粉の場合より自家受粉の場合の方が高い傾向にある集団（雄琴、曽根
沼、彦根野田沼、入江内湖）と、初期生残率が自家受粉の場合より他家受粉の場合の方が
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高い傾向にある集団（北沢沼、志那中内湖）とが見られた。しかし、初期生残率が 3 実験
処理間で有意に異なる集団はなかった（図 2 ）。胚珠生残率（種子充実率×初期生残率）
についても、全ての集団で 3 実験処理間に有意差はなかった。
図 2 　各集団の種子充実率・発芽前生残率・発芽後生残率・初期生残率・胚珠生残率
a） 雄琴、b） 曽根沼、c） 彦根野田沼、d） 北沢沼、e） エカイ沼、f） 神上沼
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図 2 （続き）　各集団の種子充実率・発芽前生残率・発芽後生残率・初期生残率・胚珠生残率
g） 志那中内湖、h） 北の庄沢、i） 入江内湖
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₃.₂ 種子充実率・発芽前生残率・発芽後生残率・初期生残率・胚珠生残率の平均値
　強制自家受粉、集団内の別クローンと強制他家受粉、他集団の個体と強制他家受粉、の
3 実験処理を施した花序から求めた種子充実率、およびその充実種子を用いた発芽試験に
おける発芽前生残率と発芽後生残率、さらにそれらを基に計算した初期生残率（発芽前生
残率×発芽後生残率）と胚珠生残率（種子充実率×初期生残率）について、いずれの受粉
様式においても類似した生残過程のパターンを示した（図 3 ）。種子充実率や実生の初期
生残率には複数の要因が影響すると考えられており、本報告の結果についても集団毎によ
り詳細な分析と検討が必要である（立花 1980；西牟田ほか 2016；繁冨ほか 2017）。特に、
種子充実率および実生の初期生残率に対する交配株間の遺伝距離や倍数性の影響を明らか
にするため、今後の課題として、遺伝距離や倍数性も含めた影響要因に関するデータ解析
を進める予定である。
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図 3   種子充実率・発芽前生残率・発芽後生残率・初期生残率・胚珠生残率における全調査集団の平均値
バーは標準偏差。（a） 自家受粉の場合（N=7）、（b） 同集団内での他家受粉の場合（N=8）、（c） 他集団間
での他家受粉の場合（N=9）
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